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家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (fami 1ial hype rcholeste r ole mia, F H) は 高 コ レス テ ロ
ー ル 血 症,■黄色腫, 早発性冠動脈硬
化症を3主徴 とす る常染色体優性遺伝性疾患であり , 低比 重リ ボ 蛋白受容体 Oo wde n sitylipopr otein re c epto r, L DIJR) 遺伝子
異常 によ り発症する . 日 本人 F H におい て は遺伝子変異の多様性 が示唆 さ れ て い るが , 高頻度の 遺伝子変異 の 存在の 有撫は明
らか にさ れ て い ない . そ こ で ホ モ 接 合体性 F E 2例を そ れぞ れ 発端者 と した2家系7症例 にお い てL D しR遺伝子の 解析を行 っ た t
さ ら に比較的狭 い 特定地域 (能登地方)出身の F H 25家系25症例を対象と し, 高頻度に 集積する遺伝子変異 の 郁 削こ つ き検討
した . 対象者の 末梢白血球 より分離 し た高分子 D N A を用い て , L DIJR遺 伝子の 全18エ ク ソ ンの そ れ ぞ れ に対応 し た プライ マ
ー を設計 しP C R に よか) D NA断片を増幅さ せ , P C R
一 本鎖構成体多型(P C Rsingle stra nd co nfo r m atio n alpolym orphis m, P C R-
s s c p) 法お よ び 直接塩基配列決走法(dire ct sequ e n cing)を用い て 遺伝子変異の 確定を行 っ た ･ さら にP C R軌限酵素切断多型
(P C R,r eStrictio n血
･
agm e ntle ngth polym o rphis m, P C R
- F LP)法 に より ヘ テ ロ 接合体性 F H 201例を対象と しての 決定さ れ た遺
伝子変異 の 頻度を調 べ た . ホ モ F Hを発端者 と した お の お の 1家 系 に お い て , L D しR遺伝子の エ ク ソ ン 9の 新変異R 395 W
(C G G- > TG G: ア ル ギ ニ ン か ら トリ プ ト フ ァ ン) お よ び エ ク ソ ン15の 新変異Q718Ⅹ(C A G
-> T A G: グル タ ミ ン か ら終止 コ ド ン)
を見 い 出 し, 発端者 の 出身地 に より こ れ ら2変異をそ れ ぞれ F H Mo riokaお よび F H Yokote と命名 した ･ F H Morioka の ホ モ 接
合体は著明なL D しR活性の 低下 と高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症を呈 して い た が , ホ モ 複 合体性 FIi と して は異例 の 長寿 であ っ た ･ そ
の 機序は 遺伝子変異 の 型 や レ セ プ タ ー 活性で は説明できず,遺伝子変異で規定さ れ ない 何 らか の 環境国子 に よる と 推定 され た･
さ ら に特定地域 にお けるF H 25例 の 遺伝子解析 にお い て エ ク ソ ン2の W 23 Ⅹ変異 Cr G G
-
> m G: トリ プ ト フ ァ ン か ら終止 コ ド
ン) を見 い 出 しF H Na n a oと 命名 した ･ 本変異は 米国人 お よ び ドイ ツ 系 カナ ダ人 より見 い 出 され て い る F H Cin cin n ati
-5 と同 一
の 変異で あ っ たが , 民族的背景の 相違か らL D しR遺伝子に お け る反復変異(r e cu rre nt m utatio n) と考え られ た ･ 頻度調査 によ
り今回決定 さ れ た 3変異 の うち, F H Na n aoの み が 発端者家系以外 の 1家系 にお い て 発見さ れ た が , F H Mo riokaお よ びF H
Y｡k｡te は 他家系 に見い 出され なか っ た . し たが っ て こ れ ら3変異 は い ず れも高頻度で あ る可能性は低く , 特定地域内 に高頻度
に集積す る遺伝子変異の 存在も否定的であり, 日 本人F 削こお ける遺伝子変異 の 多様性が示唆さ れ た ･
鮎 y w ords fa milial hypercholester olemia,lo wde n sitylipoprotein r ec eptor, gen e m utatio n･ ge n etic
epidemiolog y
動脈硬化性疾患 の うち冠動脈疾患 は , 近年欧米の み な 仁) ずtl
本に お い て も死 因の Ⅰ二位 を占め る よう に な っ た . 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 が こ の よう な冠動脈疾患 の 最人の 危険因子である こ と
はもは や 疑う余地 の な い 事実と な り
1I
, 3- ヒ ドロ キ シー3一 メ チ ル
グル タ リ ル 補酵素A(3-hydr o xy-3-methylgluta rylc o e n zym eA,
H M G-CoA) 還元 酵素阻害剤 に よ る コ レ ス テ ロ
ー ル 低 下療法 に
より, 冠動脈疾患未発症の 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症患者の 心筋梗
塞発症と心 血管系疾患 に よ る死 亡率が低 下 した と い う報告も な
され て い る
2)
.
家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (fa milial hyper chole ste r ole mia,
F H)3)は 幼少時よりの 高低比重リ ボ 蛋白(lo wde n sitylipoprotein ,
L Dリ コ レ ス テ ロ ー ル 血 軋 ア キ レ ス 腱 を は じ めと す る陣黄色
腫
4-
, お よ びり･ 発悼 冠動脈硬化滝㌍
)を3羊徴と す る常染色休健件
遺伝性疾患 であり , 高L DI. コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症 と 起動脈硬化
症 と の 関連仰の 解明 に 藍要なモ デ ル 疾恩､で ある . 本症 はL D L受
容体(L DL re c eptor, L D I: R) 遺信子 の 変異
7) リ)に よ りL D IJR に
構造異常もしく は欠尖が起 こ っ た 結果, LD L, 小間比 重リ ボ蛋
白(inte r m ediate de n sitylipoprotein , IDU, 超砥比重リ ボ 蛋L
L
]
(v erylo w de n sitylipoprotein , V L Dり の 血中漉度が 上昇 して 発
症す る
=1)
. L D しR遺伝子の 対立遺伝子の 両方に異常がある ホ モ
接合体性F E は約100万 人 に1人, -一 方 の み に異常が ある ヘ テ ロ
接合体性F H ほ 500人に1人以__との 頻度 で認め られ , ホ モ 接合体
平成9年1月31日受付 , 平成9年3月17 日受理
A bbre viatio n s: Arg, arginin e; Asp, a Spartic acid; Cys, CyStein e;ddA, dideo xy ade nin e;ddA T P, dide oxy ade nin e








de o xy th ymine
tripho sphate;E G F, ePider m algro wth fa ctor;F H, 加 1ilial hy per cholesterolemia;H D L,highden sitylipoprotein;H DI:C,
2 58
性F H は平均26簸で 仝例が心臓死を遂げる
11))
. ま た ヘ テ ロ 接 合
体性F H で は, 男性 の 方が約10年冠動脈疾患の 発症が早く女性
で は 閉経後冠動脈疾患 を発症す る こ とが 知 られ て い る が , ホ モ
壌合体で は そ の よ うな性差 は み ら れ なく な る.
ヒ ト の L D しR は839 ア ミノ 酸 よりなる糖蛋白で , 細胞膜を1
Table l. C linc al data ofM .Ntfa milya nd N .S .family
回貫通する タ イ プ の 細胞膜 レ セ プ タ ー で ある . L DL Rの 構造遺
･伝 子は 第19番染色体 の 短腕近位部 (p13.ト13.割 に 存在 し
11)
, 全
長45キ ロ塩 基村 世iloba sepair, kbp)で17 イン トロ ン18エ ク ソ
ン か らなり , 5.3 kbpの mR N A をコ
ー ドす る12)1:う)
こ の L D しRの 遺伝子 の い ずれ の 部位 に変異 が発 生 して もFIi
patient (initial)
｡箸) Se x (品,
M .N .family
Pr oband (M .N.)


























































































M , m ale ;F,ftm ale; m O, m O nth;TC,t Otalcholest erol;TG,triglyc eride;A T T, Achillestendon thickn ess o nX
-r ay
Blm ; T hick, m Ore than9 m m;Notth ick, 1ess tha n8 m m;/, nOte X a min ed. A llv alues w er e obtain ed during pre
-
tr eatm e ntperiod.
Table2. Clinic al data ofthepatien ts with familial hy pe rchole sterolemia e x a min ed in Noto are a
s｡bg, ｡ ｡, 慧慧 se x (品) (品,
Hetero zygote



























































































































































































































M , m ale;F,ftmale;TC,tOtalcholester ol;TG,triglyc eride;AT T, Achilleste ndo nthickn ess on X
-rayfilm ;
T hick, m Or e tha n9 m m;Not thick,le ssthan8m m. A llv alu es w ere ob tain edduring pre
-tre at m e ntperiod･
highde n sitylipoprotein cholesterol;H M G- CoA, 3-hydro xy13- m ethylglutarylc o enzym eA;I D L,interm ediate de n sity
lipopr otein;Kbp, kilobasepair;L D L,lo wde n sity1ipopr otein;ID I;C,lo wde n sity1ipopr otein chole ster ol;ID I;R,lo w
den sitylipopr otein re c eptor;P C R SS CP,pOlym eraS e Ch ain r e actio nvsingle stra nd co nfo mlatio nalpolymOrphis m;P C R
日 本人 F Hの L D Lレ セ プ タ ー 遺伝子変異 とそ の 頻度
が発症す るが , Ⅰ点しR の 合成, 機能の ど の 段階で 障害が起る か
によ っ て 1型, 合成障害(clas sl, r eC eptOrSynthesisdefe ctiv e),
2型, 細胞 内転送障害(cla ss2, tra n SpO rtdefe ctiv e), 3望乱 L D L
結合障害(clas s3, 1igand binding defe ctiv e), 4型, L D L細胞内
取込み障害 (cla ss4, intern aliz atio ndefe ctiv e), 5型 , レ セ プタ
p 再利用障害(clas s5, reCyClingdefectiv e)の 5 つ の 機能的ク ラ
ス に分類 さ れ る3).
従来本症の 診断 はそ の 臨床像 に より行 われ る こ と が ほ と ん ど
であ っ たが , 1984年 Ya m a m ot ら
14)に よ り ヒ トLDI;R遺伝子 の
cD N A がク ロ
ー ニ ン グ さ れ て以 来 , 本 症 に村す る遺伝子 レ ベ ル
で の 検討が 可能 にな っ た . 以後報告 さ れ た L D しRの 遺伝子変異
数は1992年 の Hobbsの 総 説で は150種類 に上 っ て い る
15)
･ その
多様性 は当初の 予想を大きく 上回るもの で あり, その 後も報告
が相次 い で い る . 本症 の 診断, 更に は ホ モ 接 合体, ヘ テ ロ 接合
体の 鑑別も臨床像か ら だ けで なく , 遺伝子解析か らもな され る
よ う にな っ て きて お り, い ま や F H は遺伝子 レベ ル で 最も解明
の 進ん だ疾患 の 一 つ と な っ た .
遺伝子解析 に よりF Hを早期診断す る重要性 はもと より, F H
とい う 一 つ の 疾患概念 の 中で , 個 々 の 家系, 或 る い は個 々 の 症
例が 示す臨J末症状 の多様性が遺伝子 レ ベ ル で規定 さ れ て い る こ
とが 明 らか と なれ ば, それ に基づ い た病態 の 把握 , 更に は 治療
法の 選択 へ と可 能性 が開か れ , そ の 意義 は大きい . 近年米国で
は本症 に対す る遺伝子治療の 成績 が報告 さ れ る に 至 っ て い る こ
と か ら も16), 遺伝子解析 の 意義 は高ま っ て い る .
L DしRの 遺伝子変異 の ス ク リ ー ニ ン グお よ び 確定の た め にま
ずサ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法
17-を中心 と した技法が用い られ て き
た. 当科に お い て も Mabu chi ら
川)
お よ び Kajin a mi ら
l～'卜 22)が サ ザ
ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 に て F H To n a mi-1, F H To n a mi-2, F H
O kaya m a, F H Ka n a z aw a-1の 遺伝子異常を確定 した ･ しか しサ
ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で確定 され た 変異 は全変異 の 10数牒 の み
であり, サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 で は 見い 出せ な い 数塩基対以
内の ′ト変異が F H全体の 約90% を占め る と考えら れ て い た .
19 89年 の P C R仙一 本 鎖 構成 体 多塑 (P C R- Single str a nd
confor m atio n alpolym o rphis m, P C R
-SS C P)法
2:1)'27)の 出現 によ
り, F Hの み な ら ず巨大な遺伝子 を対象と し た疾患 の 遺伝子 レ
ベ ル で の 検討 が 一 気 に加速 した . 当科 で も八 木が FIlの L D しR
遺伝子変異 の 検索 に P C R-S S C P法 お よ び 直接塩基配列決走法
(dire ctsequ e nicing)
28)2!りを, さら に 変異の ス ク リ
ー ニ ン グと確 認
の た め に P C R制限酵素切断多型 (P C R- re Strictio nfr agm ent
le ngthpolym o rphism , P C R- F LP) 法
こ岬 ∴一2)を導入 し, 2つ の 新た
な遺伝子変異FH Tsu ruga, F H Ka n az a w a-2 を確定 した
:川
･ しか
しこ れ ら をあ わせ て も北陸地区の F Hを説明 しう る の は15.5 %
に過ぎず , 高頻度に集積する遺伝子変異の 存在 に関心が持た れ
て い た .
血 族結婚 の な い ホ モ 接合体性 F H家系か ら 見い 出さ れ た 遺伝
子変異は高頻度 に分布 し てい る 可能性が高 い こ と か ら, 今 回私
はP C R-S S C P法 お よ び 直接塩基配列決定法 を用 い て , ホ モ F H
を発端者と し た2家系 に お い て L D しR遺伝子 の 解析を行 っ た .
その 結果2つ の 新た な遺伝子変異を見 い 出 した .
ま た F H におい て は 地理的, 人 種 軌 宗教的理由に よ り孤立
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した環境で増加 し て い っ た集団に お い て , ある 特定 の 遺伝子変
異 が高頻度集積す る と い う い わ ゆ る 創始者効果 (fo u nde r
e仔e ct)
ニー4)
が認 め られ る場合が ある . 南ア フ リ カ 人, フ ラ ン ス 系
カ ナ ダ人 , フ ィ ン 人が そ の 代表である が与), 日本 人F H における
創始者効果の 有無は明ら か に され て い ない . そ こで 今回 さら に
比較的狭 い 特定地域出身の FIlを対象 と し, そ こ に 高頻度 に集
積する遺伝子変異の 有無 に つ き検討 し, 1変異 を決定 した .
そ して こ れ ら 3 つ の 変異 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に P C R-




馬渕 ら の 診断基準
こ15)
, す な わ ち1) 血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル
230mg/dl 以 上 で騰貴色腫を認め る こ と , 2)
一 親等内に本症が
あり血清捻 コ レ ス テ ロ ー ル 230m g/dl以 上 で あ る こ と , の い ず
れ か を満足する北陸地方を中心に見い 出さ れ たFIl症例の うち ,
1. 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃度 , アキ レ ス 糠 肥厚の 程度, 家
系調査 な どの 臨床像 か ら ホ モ 接合体性 FIl と考 え ら れ た 2例を
そ れ ぞ れ 発端者とする2家系7症例(表1).
Fig. 1. Ge ogr aphic al distribution of ho m o zy go u s a nd
hete ro zygo u spatie nts withfamilial hype rchole ster ole mia(F H)
e x a min ed in Noto a re ain Ishikaw aPr efe ctu re,Japa n. Noto
a re aislo c ated onpe ninsulapartofIshika w apr e良ctu re(gr ay)･
●,ho m o zy gote;○,heter ozy gote .
RFL P, pO吋m eras e chain r ea ctio n十r e Strictio nfragm e ntlengthpolym orphis m;P N K, pOlyn u cleotide kin ase;T B E, T 貢s
-
boric a cid- E D T A;T C, tOtal chole sterol;T G, triglyceride;TYr, tyr OSin e; 廿 p, try ptOpha n; V L D L, V erylo w den sity
lipoprotein
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2. 北 陸地区 に お い て歴 史的, 地理的 に他区域 か ら の 家系 の
流 入 が 少ない と考え られ る能登地方(石川県河北郡以北)出身
の F H で, 血 縁の な い 25家系25症例 (ホ モ 接合体1例 , ヘ テ ロ
接合体24例) (表2, 図1).
3. ヘ テ ロ 接 合体性F H で 上記と 異なる家系由来 の 201症例.
上 記1, 2を遺伝子解析の 対象と し, 3を決定 さ れ た 遺伝子変
異の ス ク リ ー ニ ン グの 対象と した .
_1I. 方 法
1. 高分子 D N Aの 抽出
対象者 の 末梢静脈 血 10mlをE D T A-2Naを抗凝固剤 と して 採
取 し4 ℃ に て移送 し-20 ℃ に て保存 し た. こ の 末梢 血 を室温 に
て 解凍後 トラ イ ト ン 笈100融解変法‥-1;)に て高分子 D N A を単離 し
た . す な わ ち 32 0m M ショ 糖 液, 1 % ト ラ イ トン Ⅹ-10 0, 5m M
MgC12, 1 0m M Tris-H Cl, pH7.6を含む 融解液に て 赤血球 を溶血
させ , 遠心 に より沈澱と して 白血球を集め た . こ れ を プロ テ ア
ー ゼ (Sigm a, St. Lo uis, U S A) に て消化複, フ ェ ノ ー ル M ク ロ
ロ ホ ル ム (1:1) で 1回, 続い て ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミル ア ル
コ ー ル (24:1) に て 2回抽出 し, 最 後に エ タ ノ ー ル 沈澱 に よ り
D N Aを分離 し た . こ う して 得 られ た D N A を1 0m M Tris- HCl,
1m M E D T ん2 Na, pH 8.0 に溶解 の 上 260n m にお ける吸光度測定
によ り濃度を求 め た .
2. P C R
Leite rsdolf らの 報告=i7】お よ び ジ ー ン バ ン ク の デ ー タ ー ベ ー ス
に登録 され て い る ヒ トIJ) しR遺伝子配列 をもと に, 18エ ク ソ ン
す べ て に つ い て 設計 し た25塩基長前後の プ ラ イ マ ー 計19組を
作成 し た (表3). エ ク ソ ン4 は400bp以 上 と なり PC R-S S C P法に
用 い る には 大き過ぎる た め2つ に分割 した .
プ ラ イ マ ー は D N A合 成 機 モ デ ル A B I3 81 A(Ap plied
Bio syste m s, In c. , Fo ste rCity, U S A) を用い ベ ー タ シア ノ エ チ
ル ホ ス ホ ア ミ ダイ ド法
:嘲 にて 合成 した . ア ン モ ニ ア水 に溶解し
55℃で 一 晩静 置 し たうえで - 20℃ に冷却 , 真 空~】F で遠心 し て
乾燥 , 再 滅菌蒸留水1ml に溶解 し カ ラ ム N A P-5(P har m a cia-
L K B, Uppsala , Swede n) に 通 し て精製 した . そ こ で 200倍 に
希釈 し260n m で の 吸光度 より濃度を測定 し10pM になる よう に
濃度 を調整 した .
D N A断片 の 増幅に はSaiki ら:")に よ る P C R法を用 い た . 高分
子 D N A l/Lgを鋳型 D N A と して 40pM の プ ラ イ マ
ー 1 セッ トと
20 0[L M の 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド(d A T P, d C T P, d G T P,
T T P) と 2.5単位 の Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (Pe rkin - Elm e r- Cetu s,
No r walk, U S A) を 10m M Tris- H Cl, pH 8.3, 5 0m M K Cl,
Table3･ 0 1igo nucle otidesfla nkinge x o ns ofthe L D L-r eC ePt Orge neforP C Ra mplific ation






























































- CA T TGA
5
■
- TT C T G G
5
l
- C CT T T C
5r- A A A A T A
5'- T G A C AG
5'- A A T A G C
5T- G T TG G G
5l- A C T T A G
5l-C C C CA G
5
'






- G GA A A A
5
'
qTC C T TC
5
'
- G C A AG C
5
■
- A G TCTG
5
'
- AG G GC T
5
r
- C C AAG C





-A T GC C C
5
'
- A G C CCT
5
一
-CA G CT A
5
一
-T GG C T G
5
一
-T C TCC T
5
'
- C T TCG A
5
'






-CCT G A C
5一-C CA CAC
5一-A GA AGA
5T-GT G TG G
5一一C CT CAC
5一-CG CTG G




































































































































CT C T C AG-3
'





GTG A TG G -3
'
G A AG G C C-3
1
GAC A AC G-3-
G T G A T AG-3'
T T TC CA G-3-
CG C T C AC-3●
CTC A C AG-3
1
GA C TCA C-3
t
TGC G C A G-3
'
GA A TCA C-3
'
CT T C CA G-3
●
T G C TCA CM3
-
A C CC C CA-3
'
C G C T CA C -3
'
G C CT C AG -3
'
T A C G C AC-3
-
C CA C CA Gv3'
T G C G A AC-3
■




TGT T T AG-3
-





























Oligo n u cleotides c o mple m entaryto D NA sequ e nc esflankinge x ons of thehu m a nL D Lrecepto rge n e w ere
Synthesiz edo nA BI380A D NAsynthe siz er a nd us ed to a mplifythein terv en lngSequ en C eS With PCR.
日本人F Hの L D Lレ セ プ タ ー 遺伝子変異と そ の 頻度
1.5m M MgC12, 0.01%ゼ ラ チ ン を 含 む緩衝液に加え再滅菌蒸留
水を加 え計50/′･lと な る よう に し て撹拝 し た ･ 遠心 して 反応液
を集め 50/Llの ミネ ラ ル オ イ ル (Sigm a) を滴下 して 蒸発を防ぎ,
95 ℃, 1分, 68 ℃, 3分 を基本ドそ れ ぞ れ の セ ッ ト毎 に決定 し
た温度条件 の も と3 0 サ イ クル の 反応 を 行 っ た . エ ク ソ ン 9の
P C Rで は S P70(5
'





- G G C T G C A G G C A G G G G C GA C G C T C A C-3
'
)
の プ ラ イ マ
ー を用 い て 伸長 反応温度68℃で 反応を行 っ た . エ
ク ソ ン 15の P C R ではS P 82(5
'
TA G A A G A C G T m m m




-G T G T G G T G G C G G G C C C A G T C T
m c-3
,
) の プ ライ マ ー を 用い て伸 長反応温度62 ℃ で行 っ た ･
エ ク ソ ン 2の P C R で は S P57(
'
-C C T T T C T C C m T CC T C T




A A A A T A A A T G C A T A TC A G C C
C A A A-3
,
) の プ ライ マ ー を用い て伸 長反応温度62℃ で行 っ た ･
増幅 し た D N A断片 は 3%低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (Nu sie v e,
F MC Co rpo r atio n, Ro ckland, US A) に サ イ ズ マ
ー カ ー ¢ -
Ⅹ174/肋 e Ⅲ ダイ ジ ェ ス ト (東洋紡 , 束京) と共 に泳動 して 断片
長を確認 し, 膿度 の 検 討を つ けた 上 で ク ロ ロ ホ ル ム で手由出 し
た.
3. P CR SC P法
泳動用輝衝液 と し て Tris- H C1 5 4g, ホ ウ醸 27.5g, 0･5 M
E D TA 20ml に蒸留水を加え300 0ml に し たも の を 保存用 の 5Ⅹ
7Yis- ホ ウ 酪E D T Amis-boric a cid-E D T A, T B E) 泳動用輝衝液と
し泳動直前 に1Ⅹ の 濃度 に希釈 した .
0.5m M E D
′
m 2/1l, 5 N NaOH lO/Ll, 滅菌 再蒸留水88/Jl を混
Ge no mic D N A
S equ e n Ce
P C R-a mPlified
S equ e n C e
No rm a卜旦･ A G G A C A C A G C A C A CA" 9:
く:三……≡曇器G CA C A C A, . _旦
f
tOP
Nor m al･ ･蔓:･ ･A G G A C 椋 C A G C A C A C ATj二







Ex on 1 5
Ex1 5 M M ｢
-
■- 一 ト 1 SP 83
Mutant 貰 ∃
Nor m a･巨 苛ま⇒
Fig. 2. Rapid dete ctio n method fo r a n e x o n1 5n o n s e ns e
m utatio n(Q718X) employing the m utage nic prim e rq m ediated
re strictio n m ap m odifc atio n･ Using a m utage nic prim e r
Ex15 M Ma nd a rev e r seprim e rS P 83, ge n e a mplincatio nby
P CR intr odu c ed an a rtific al Ma eI sitein the P C Rpr odu ct
o nlyfo rthe Cto T m utated allele (Q718 X)･ Dige stio n of the
P C Rprodu cts with Ma eI ge n e r ate spolym o rphic r e strictio n
fr agm e nts of 147 bp and/o r12 2 bp･ Hete ro zygote s sho w
do ubleba ndof 147 bp and 122 bp.
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合 しア ル カ リ 溶液を作り, P C R産物8/Jl にア ル カ リ溶液2′"lを
加え4 2℃3分, 95 ℃5分加熱後, - 20 ℃ に急冷 し･･･トド一 本鎖に変性
させ た . そ の 上 で1 0
- 20%濃度勾配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル
(ア ト ー , 東 京)を用 い てT B E緩衝液中 で4 ℃の も と10 0V で泳
動 し, 泳動時間は エ ク ソ ン 毎 に決定 した . エ ク ソ ン9 お よ びエ
ク ソ ン1 5の 場合 に は14時間, エ ク ソ ン 2の 場合 は12時間泳動
し た.
染 色 に は BI O- R A D銀染色 キ ッ ト(Bio- Rad Labo r ato rie s,
Richm o nd, U S A)を用い プ ロ トコ ー ル に従 っ て 銀染色を行 っ た .
10 %メ チ ル ア ル コ
ー ル 1 00ml にて 30- 60分間ゲ ル の 固定を行い
酸化剤100 血1 に て5分間酸化さ せ た . 蒸 留水で 15分間 に6
- 7
回水 を換え なが らすすぎ余分 な酸化剤を除き, 銀染色溶液を加
え20分間以上振とう させ た . その 後30秒以 内 に洗浄 し現像液
を加えバ ン ドの 出現 を確認 し た. あ る程度以 上 バ ン ドが濃く な
っ た時点 で 5%酢酸 100mlを5分間加え反応 を停止さ せ , 蒸留水
で洗浄 し3 0%メ チ ル ア ル コ ー ル 100ml に3 日間以 上浸 し て ゲ ル
を収縮 させ , グ リ セ オ ー ル を両面 に均等 に塗布 し て水 に浸 した
セ ル ロ ー ス フ イ ル ム ニ 枚の 間に は さ み 正 方形の 枠 に固定 して 乾
燥 させ た .
4. 直接塩基配列決定法(dire ctsequ e n cing)
1) ラ ジオ ア イ ソ ト ー プ直接塩基配列決走法
ク ロ ロ ホ ル ム で 摘出 した P C R産物を用 い , セ ン トリ コ ン ー30
(Amic on, De n v e r, U S A) に再滅菌蒸留水2mlを入 れ , P C R産
物100- 150/∠1を加え20 00回転30分間遠心 した ･ こ れ に よ り
錮〆=こ濃縮す る と 同時 に余分 な プ ラ イ マ ー お よ び ヌ ク レ オ チ
Tyr Lys Trp vaI Cys
Norm aL 旦 ･ TA CA A G T G G G T C T G C…蔓1
Ge no mic D N A
S equenC e




AGAC G･ ･ ･ ･ " Ex2M M
Muta nt旦 " T A C A A GTAG GT C T G C･ ･旦
盲
tOP
Norm aト蔓:･ ･T A C AA G T G G 泉T C T G C･ ･旦 ･








S P 57:･- + 一 ← ;Ex2 M M
Mutant≠ 需 … 慧
115 bp
Fig. 3･ Rapid dete ctio n m ethod fo r a n e x o n2 o n
s e n s e
m utatio n(W 23 Ⅹ)e mploying the m utage nic prim er. m ediated
r e strictio n m ap m odific atio n･ Using a m utagenic prl m e r
Ex2 M Ma nd a rev e rseprim e rS P 57,ge n e a mpli航c atio nbyP C R
intr odu c ed an artiBcialBg‖Isitein the P C Rprodu cto nlyfor
the G to A m utated allele (W 23 Ⅹ). Dige stio n ofthe P C R
pr odu cts with Bgl Ⅱge n e r ate spolym o rphic r e strictio n
fragm e nts of l1 5 bp a nd/o r89bp･ Hete r o zy gote s sho w
do ublebandof l15 bp and89 bp`
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PC R-a mPlified
S eque n Ce









Fig.4. Rapid dete ctio n m ethod fo r a n e x o n9 mis s e n s e
m utatio n (R 3 9 5 W) e mploying the m utatio n- m ediated
re sbictio n m ap m odi丘c atio n. Using o n epair ofprim ersS P70
a nd S P71, ge n e a mpliBcatio nbyP C R intr odu cedtw o月如 Ⅲ
Site sin the PCRprodtlCtforthe n o r m al llele,butonly o n e5
'
te r min al side HPa Ⅱ site in the P C Rpr odu ctfo rC to T
m utated allele (R 395 W). Dige stio n ofthe P C Rpr odu cts with
月i･a Ⅲ ge n e r ate spolym o rphic r e strictio n丘
･
agm e ntS Of 168 bp
a nd/o r13 8 bp. Hete ro zy gote s sho w do uble band of 168 bp
a nd 13 8 bp.
Norm al Pr oba nd
(M.N.)





ドを 除去 し, そ れ を直接塩基配列決定法用の 鋳型 D N A と した .
1 0pM の プ ラ イ マ
ー 3〃1をT 4 ポ リヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ
(polyr n u cle otide-kin as e, P N K, 東洋紡)1/∠1, 10Ⅹ P N K反応権
衡液1/Ll,
32
P- γ A T P(>18 5T Bq/m M , 37 M Bq/ml) 仏m e rsha m,
Bu ckingham Shir e, UIO5FLlを混合 し37℃, 60分 反応 させ 95℃,
5分で P N Kを失晒させ 5, 末端を m 標識 し た.
ジ デ オ キ シ法 40}の 改良版 で ある Ⅲiguchi らの プ ロ トコ ー ル
2別
に従 っ て T 血 ポ リメ ラ ー ゼ (オ ー トサ イ ク ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト,
Auto cycle Sequ e n cing Eit, Pha r m a cia
-L K B)を用 い 反応 を行 っ
た . 即ち鋳型 D N A O.2 - 4/Lg , 蛍 光も しく は RI標識 し た1pM
プラ イ マ ー 2/ノl, 反応用硬衝液2/∠1, デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三
燐酸(de o xy n u cle otide tripho sphate, d N T P) 溶液5/Ll, 反応直
前 に希釈用繚衝液で 1.25単位//∠1と した Tth ポ リメ ラ
ー ゼ 2/ノ1
に再滅菌蒸留水を総量18/∠1と な る よ うに 追加 し増枠 の｢ヒ遠心
した もの を4〃lず つ と り, 反応用 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に と り冷却
し て お い た各 ジ デ オ キ シ ア デ ニ ン 三 燐 酸 (dide o xy ade nin e
tripho sphate, dd A T P), ジデ オ キ シ シ ト シ ン 三 燐酸 (dide oxy
cyto sin etripho sphate , d d C T P), ジデ オ キ シ グ ア ニ ン 三燐酸
(dide o xy gu anin etripho sphate, d d G T P), d T TP溶液2fLlず つ に
加 え 50〃1の ミ ネ ラ ル オ イ ル を 上 に 滴 下 し , 9 5℃ , 3 6秒,
72℃, 1分24秒 で 25回反応 させ 終了後 に反応停止液 4〃lを加
え-20 ℃ に保存 し , 泳動直前 に 95℃ , 5分 に続き - 20 ℃ に急
冷 し泳動 し た.
そ の 上 で 6 - 8%の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル【ア ク リ ル ア ミ
ド/ ビス (19:1)】(P har m a ciaL K B) で電圧1200- 200 0V, 8-12
時間 の 電気泳動 を行 い , 終了後 ゲ ル を濾紙に貼付 し水流 ポ ン プ
にて 陰庄 に し な が ら80℃ に加熱 して 乾燥 させ た . 乾燥後Ⅹ線 フ
イ ル ム に2 4- 7 2時 間露光 し フ ィ ル 皐を現像 し, オ ー ト ラ ジオ
グ ラ ム を得 た .




･ ■･ - - S S
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- ds
Va ria nt
C O nfo r m e r
Fig. 5. P C R- Single str and c o nfor m atio n alpolym orphi$m (P C R SSC P) an alysisin the e x o n9 0f lo wde n sitylipopr otein-re C eptO r(L DIJR)
gene . T he ba r$ alo ng 也ele丘 sideindic ate the wi 1dpatte rn(n o r m al). The proband(M .N .)sho w sthe m utation alpatte rnwi thv aria nt
c onfo r mer, and thebrothe r(A エ) show sthe c o e xiste n c e of the wi 1dpatte rn and m utatio nalpatte rn. SS, Single str and band;ds, do uble
P
str and band.
日 本人F Hの L D L レセ プター 遺伝子変異 とそ の 頻度
トコ
ー ル に従 っ て 反応 を行 っ た . 泳動 は40c m長の 8% ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い , 室 温の もとT B E泳動用繚衝液で1200V,
エ ク ソ ン2 で は 4時間, エ ク ソ ン 9 で は8時間かけ て泳動 し た .
ゲ ル を乾燥 して Ⅹ線 フ イ ル ム に72時間露光 しオ ー ト ラ ジオ グラ
ム を得た .
2) 非ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 直接塩基配列決定法
P C R で増幅 し た D N A断片を1%の 通常の ア ガ ロ ー ス ゲル にサ
イ ズ マ
ー カ ー ¢ズ174/ガムβⅠⅠダイ ジ ェ ス ト (東洋紡) と共に泳動
し断片長を確認 した 上 で , 目 的と す る D N A断片の バ ン ドを含
む部分を切り出 した . ゲ ル ネブ ラ イ ザ
ー
,
マ イ ク ロ ピ ュ ア , マ
イク ロ コ ン ー30仏 mic o n) を組み 合わ せ た カ ラム に こ の ゲ ル 断片
と再滅菌蒸留水10 0〃1 を入 れ, 14,000gで2 0分間遠心 し た ･ こ
れ に より 30/Jl に濃縮す ると 同時 に余分な プ ラ イ マ
ー お よ び ヌ
ク レ オチ ドを除去 し, 鋳 型D N Aと した .
ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ に よ る 方法 と同様, Higu chi らの プ ロ ト
コ ー ル に従 っ て Ttb ポリ メ ラ ー ゼ を用 い た 非ラ ジ オア イ ソ ト ー
プD N Aシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (シ ー ク エ ン シ ン グ ハ イープ ラ
ス ー
, 東洋紡) で反応 を行 っ た .
即ち鋳型 D N A O.2 - 4/Lg, 1pM プ ラ イマ
ー 2FLl, サ イ ク ル シ
ー ク エ ン ス 反応用後衝液3FLl, d N T P溶液1r2/Ll, 反応直前 に
希釈用権衡液で4単位/〃1 と した T 血 ポ リメ ラ ー ゼ1/ノ1 に再滅菌
蒸留水 を総量17-18〃l と な る よう に 追加 し撹件 の 上 遠心 した
もの を4〃lず つ と り, 反応用マ イ ク ロ チ ュ
ー ブ にと り冷却 して





), ビオ テ ン ーdd CT P(Mg
r
) 溶液2/Llず つ に 加えた . こ の
際 ビ オ チ ン ーd dT T P, ビ オ チ ン ーdd C T P に は そ れ ぞ れビオ チ ン ー
dd
′
IT P:MgCl2 = 1:1, ピオ チ ン
ーd d C T P:MgC12 = 3:1の 割合で
MgC12を調整 した. こ れ に50/ノ1の ミネ ラ ル オ イ ル を上 に滴下 し,
エ ク ソ ン1 5の 場合95 ℃, 30秒, 61℃, 15秒 , 6 0℃, 240秒で
A C G T
39 6Se r
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3 0回反応 させ 終了後 に反応停止液4/Jl を加 え
- 20℃に保存 し,
泳動直前に80℃, 5分に続き - 20℃ に急冷し泳動 した .
そ の 上 で 6
- 8%の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電圧100 0-
1400V, 3
- 6時間の 電気泳動を行 い , 終了後ゲ ル に専用 メ ン プ




, Ame rsh am)を貼付 し8時間以上 ブ ロ ツ テ ィ
ン グ し た . ブ ロ ツ テ ィ ン グ終了後 ビ オナ ン ー ア ピ ジ ン系 によ る
標識系と ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ーP P D に よ る検出系を利用
した 非 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 検出キ ッ ト(イ メ ー ジ ン グ ハ イ ー ケ
ミ ル ミ ー , 束洋紡)を用い て ビ オナ ン標識 D N Aを化学発光させ ,
Ⅹ線 フ イ ル ム に30分一2時間露光 しフ イ ル ム を現像 し, オ ー ト
ラ ジ オ グラ ム を得 た.
エ ク ソ ン 15 で はこ の T 血 ポリメ ラ ー ゼ を用い た非 ラ ジオ ア イ
ソ ト ー プ D N A シー ク エ ン シ ン グキ ッ トを用い て反応を行 っ た .
泳動 は40c m長の 7% ポリア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 用い , 室温の も
と T B E泳動用緩衝液で1200V, 4時間か け て泳動 し た. ビ オナ
ン標 識D N Aを化学発光させ , Ⅹ線 フ イ ル ム に 1時間露光し フ イ
ル ム を現像し, オ ー トラ ジ オ グラ ム を得 た .,
5. P C R- FL P法
■ 変異配列が決定さ れ た後, 変異 の 存在 の 確認お よ びス ク リ ー
ニ ン グの た め特定の 制限酵素で切断部位 が 生 じ る ように プ ラ イ
マ ー を設計 した . 一 側 に通常の プ ラ イ マ ー を用 い 反対側 に変異
プ ラ イマ ー を用 い , 温度条件 を再度調節 し たうえで P C R法に
より強制的 に変異配列を導 入 し た D N A断片を増幅 した . そ の
上 で ピ ペ ッ トに て ミネ ラ ル オ イ ル の 下層 より P C R産物 を取り
出 し, 切断部位 に応 じた 制限酵素 とその 反応用緩衝液を加え酵
素の 至適温度条件'F にて 6時間反応 させ た . そ して 10- 20 %
ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に反応産物 を適当 な大きさ の サ イ ズマ ー カ
ー と 共に 泳動 し て, 切 断の 有無 で変異の 検出 お よ び ホ モ 接合体
と ヘ テ ロ 接合体との 鑑別を行 っ た .
A C G T
Br other Pr oba nd
(A l■) (肌N.)
Ser396
Fig･ 6. Sequ e n cing analysisin the e x o n9 0f L DI/R ge n e･ T he cir cle s atthe both sidesindic ate the po sitio n of Cto T m
utatio n at the
c odo n395. Proba nd(M .N.)sho w sthe m utatio n al ba nd m ,indic ating the ho m o zygote ofthis m utatio n･ Brother(A エ)sho w sthe
c o existenc e ofthe m utatio nal band m and wi 1d ba nd(C),in dic atingthehete r ozygOte. TYle n u血be rsalo ngbothside sindicatethe c odo n
n u mbers ofthe L DIJRge n e. M et, m eth io nin e;T br, thr e o ni e; Leu,1eu cin e;Asp, a Spartic acid;血g, arginin e;T叩 ,
try PtOPha n;Ser, Serin e･
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エ ク ソ ン 15 で は変異配列で の み 制限酵素〟 加 Ⅰ(東洋紡) に
よ る切 断部位が出現す るよ うに 設計 した5
,
末端用変異 プ ライ マ
ー Ex15 M M(5
'





' 末端側 にEx1 5 M Mを用 い 3, 末端側 にS P83を用 い て95℃,
1分, 61℃, 3分, 30 サイ クル の 温度条件で の PC R法 に よりD N A
断片 を増幅 し た . そ の 上 で ミネ ラル オ イル の 下 層 よ り P C R産
物を7〃1取り出 し, 10Ⅹ制 限酵素 肋 β ‡用反応繚衝液1〃1と制
限酵素 肋 gI 2/ノ1を加え45℃で6時間切断反応 させ た . そ して
10- 20 %ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に10/ノlの 反応産物 , 制 限酵素 を
作用さ せ て い ない P C R産物, サ イ ズ マ ー カ ー かⅩ174/肋 β Ⅲ ダ
イ ジ ェ ス トを 同時 に泳動 した . 制 限酵素 を作用 さ せ て い な い
147bpの P C R産物 と同 じ大きさ の バ ン ドしか 観察 さ れ な けれ ば
切断は なく対立遺伝子 の い ずれ に も同変異 は存在せず , 切 断さ
れ た 122bpの バ ン ドの み な ら ば本変異の ホ モ 接 合体, 両方 が 認
め られ れ ば 同 じく ヘ テ ロ接 合体と判断 した(図2).
同様 に エ ク ソ ン2 で は変異配列で の み 制限酵素昂が Ⅱ(東洋
紡) によ る 切断部位が出現す る よう に設計 した 3, 末端用変異 プ
ライ マ ー Ex2 M M(5
'
- G G C A C T C A G C G C T G C C A T C G C A G A
T C-3
'
) を 設計 し た . 5
,
末 端 側 に S P 57を用 い 3
,
末 端 側 に
Ex2 M Mを用 い て95 ℃1分, 64℃3分30 サ イ クル の 温度条件で
の P C Rを行 い , P C R産物7FLl, 10Ⅹ 制限酵素Bg‖Ⅰ用反応横衝
液1/l` と制限酵素馳 ‖Ⅰ2/Jlを加え37 ℃ で6時間切断反応 さ せ ,
エ ク ソ ン1 5と 同様 に ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 泳動 し た . 制 限酵
素を作用 させ て い な い 115bp の P C R産物 と同 じ大きさ の バ ン ド
しか 観察 され な けれ ば切断は なく対立遺伝子 の い ず れ に も同変
異は存在 せず, 切 断 され た 89bp の バ ン ドの み な ら ば 本変異の
ホ モ 接 合体, 両方が 認 め ら れ れ ば 同 じく ヘ テ ロ 接 合体 と判断し
た(図3).
一 方 エ ク ソ ン9 で は変異配列 の ス クリ ー ニ ン グ に は変異 プ ラ
イ マ ー は 伺い ず5' 末端側 にS P70を用い 3, 末端偵りにS P71を用い
た 通常の P C R産物 に制限酵素 月如 Ⅱ(東洋紡)を37℃で 6時間
切断反応 さ た . エ ク ソ ン 9内に は 正常 の 塩基配列 に お い て2 か
所物 α Ⅱ の 認識配列が存在す るが , 変異 の 存在 に より こ の うち
3, 末端側 一 か所 の 配列が 変化 し制限酵素 に よ る切断を受けなく
なる . そ の 結果5
'
末端側 一 か所 の み が制限酵素に よ り切断され
た 結果生ず る168bp バ ン ド しか 観察 さ れ なけれ ば 二 つ 対立遺伝
子 の い ずれ にも本変異 が存在する ホ モ 接合体 と判断 , 二 か所が
切断 され て 生ず る138bp の バ ン ドと 一 か所 の み が 切断 さ れ て生
ずる切断 さ た168bp の バ ン ド両方が 認 め ら れ れ ば 本変異 の ヘ テ
ロ 接合体, 二 か 所 が切断 され て生ず る1 38bpの バ ン ドの みが 認
め ら れ れ ば 変異を有 しな い と 判断 した (図4).
6. 血清月旨質の 分析
対象者 は 16時間絶食後 の 早朝空腹時 に静脈採 血 し, 血 清総
コ レ ス テ ロ ー ル (totalchole ster ol, T C), 中性 脂肪(trigけc eride,
T G) は酵素法で測定 した 41卜 44). 高比重 リ ボ蛋白コ レ ス テ ロ ー ル
mighde n sitylipoprotein chole ste r ol, H D IJC) は沈澱法 で測定
し た
45)
. 低 比 重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル (lo w de n sity
Fig. 7. T he pedigre e and resultofP C R-re Striction 血
･
agm e ntle ngthpolymOrPhis m(P C R: F LP)an alysis of M.N, family. T he a rro winthe
pedigreeindic ates the proband. Dige stio n ofthe P C Rpr odu cts wi thl*aⅢge n e rate spolym o rphic r e strictio n fragm e nts of 168bp
and/o r138 bp. T heproband and he r site r sho w168 bp &agm ento nb, Which indic ate stheho m ozy gote sfo rF H Morioka m utatio n. A1l
Otherpa也e nts wi th hype rchole ster ole mia sho wboth 168 bp and 138 bp fragm e nts, Which indic ate the heter o zy gote sfor F H Mo rioka
m utatio n. T his pedigr e e sho w sthatpatie nts with F H Mo rioka ha v e ate nde n cy ofr elativ elonge vityn oto nlyin ho m ozy gOte Sbut
als oin hete r o zygote s. T he squ a re a ndthe circlein the pedigre eindicate m ale and fe m ale, r e Spe Ctiv ely. ⑳ , ho m o zy go u spatient
With F H Mo rioka;幻, hete rozy gO u SPetie nt wi th F H Mo rioka;T C, tOtalchole $te r Ol;T G,trigせc e ride;H D しC,highde n sitylipopr otein
Chole ste rol. Al 1v alu e s w e re obtain ed atthe age sho wn in the pedigr e edu ring pre
-tre atm e nt Pe riod, T C†, a patie nt with
hype rchole ste r olemia 叩1 e Valu e s of T Cw e re n ot e x a min ed･); 一 十/n Ot eX amin ed; Ma rker, the m ole c ula r siz e m arker oり Ⅹ174
･
do uble stra nd D N A digested wi th 助e Ⅲ .
日 本人F Hの L D L レセ プター 遺伝 子変異とその 頻度




Ⅰ. FI‡Mo rioka の 同定
1. P C R-SS CP法 に よ る異常構成体の 検出
ホ モ 接 合体性 F H M. N. を発 端者 とす る家系に お け る PC R-
SS C P法 に よ る ス クリ ー ニ ン グ にお い て , L D しR遺伝子の エ ク
ソ ン 9 に異常構成体が検出さ れ た . 図5 は 正常者お よ び, 発端
者M . N. と そ の 兄 A. Ⅰ. の S S C P泳動 パ タ
ー ンで あ る. 発端者に は
正常者に は 認め ら れ な い 1本 の SSの バ ン ドが , そ の 兄 には 正常
者と発端者の 両方の バ ン ドが 見 い 出さ れ た . P C R産物の 大きさ
に は正常者, 発端者 とそ の 兄 に差 は なく, 異常 バ ン ドの 出現パ
タ ー ン と併せ て 発端者は エ ク ソ ン 9内の 小 変異の ホ モ 接 合体で
そ の 兄は同変異の ヘ テ ロ 接合体 の 可能性 が高 い と考え られ た .
2. 直接塩基配列決走法 によ る遺伝子変異配列 の 決定
発端者 M . N .お よ び そ の 兄A. Ⅰ. の L D しRエ ク ソ ン 9 におけ る
塩基配列解析の 結果 を図6 に示 した . 正 常者 で は Cの バ ン ドの
み 存在 して い る 位置 に発端者で はT の バ ン ドの み観 察さ れ, そ
の 兄 には C と Tの バ ン ド両方が 観察 さ れ た . した が っ て本 変異
は エ ク ソ ン9内の C か らTへ の 1塩基置換であり, 発端者 M. N.
は同変異の ホ モ 接 合体 , 兄A I. は ヘ テ ロ 接合体と確認 さ れ た.
本 変 異 に よ り L D し Rの 3 9 5番 目 の ア ミ ノ 酸 ア ル ギ ニ ン
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(arginin e, Arg) が トT)プト フ ア ン (tryptopha n, Trp) に置換さ
れ る こ と に なる(R395 W)(図6). 本変異は こ れ ま で に報告が な
く, 発端者の 出身地 よりF H Mo riokaと命名 した .
3. P C R- F LP法よ る 発端者家系内で の 変異の 確認
図7 に発端者M . N.の 家系図とP C R- F L P法よ る変異の 確認結
果を示 した . 両 親 に血族結婚 はなく , 69才の 妹 N. N.も発端者
と同様本変異の ホ モ 接 合体 と確認さ れ た .
4. 同変異で の 血清脂質償お よ び 臨床像 の 検討
図7 に発端者家系内 で 遺伝子上本変異 を有する こ と が確認 さ
れ た ホ モ 接 合体 お よ び ヘ テ ロ 接合体症例 の 血 清脂質値を示し ,
表4 に ホモ 接合体 , ヘ テ ロ 接合体 ご との 平均値 を示 した . 発端
者 お よ び 妹 の 血 清脂質値 は 発端者 T C 69 7m g/dl, L D L- C
659m g/dl, T G 96m g/dl, H DI]C 19mg/dl, 妹T C 69 0mg/dl,
L D L･C 644mg/dl, T G lO2m g/dl, H DI] C 26mg/dl と著明な高
L D Lコ レス テ ロ ー ル 血 症を呈 して い た . 姉妹 と も2 5才頃 より
黄色腫を認 め , 黄色腫 は眼瞼, 鼻根部, 肘部, 手背, 足背, ア
キ レ ス 臓 と 全身 に認 め ら れ た . い ずれ も3 0才頃より高 コ レ ス
テ ロ ー ル 血症を指摘 され て おり, 60才頃よ り 狭心症発作を認め
は じめ 加療 さ れ て い るが , ホ モ 接 合体性 F H で 72才お よ び69才
と い う年齢は異例の 長寿であ っ た . また , ヘ テ ロ横合体で は血
清脂質値の 平均値 はT C 261± 50mg/dl, L DIJC180± 44m g/dl,
T G 123± 68mg/dl, H D しC 56士 1 5mg/dl区 ± S D) で あり, 本
家系 で は ヘ テ ロ 接 合体 にお い て も長寿傾向が認め ら れ た .
Table 4･ L ipoproteinpr ofiles of ho m o zy go us and hetero zy go uspatientswith F HMorioka
Subgroup
｡T㌶芸s 諾, (品) 崇詣 (蒜., ‡芯完
=o m o zy gotes 2 7 1 6 94 6 5 2 9 9
23
=eter o zy gotes 8 3 9±18 261 ±50 180 ±44 123
±68 56 ± 15
T C,t Otalcholesterol; L D L-C ,lo wden sitylipoprotein chole ster ol(calculated by Friedew ald form ula):T G･
trlgyceride; = D L
-C, high de nsitylipoprotein cholester ol･ A llv alue s w ere obtained during pre-treat m e nt･
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Fig. 8, P C R S S C Pa n alysisin the e x o n150f L D L,R ge n e. n e bars alo ng the rightsideindic ate the wildpatte rn(n o r mal)･~Altho ugh
m other(Y.S,)sho w the wi 1dpatter n, the proband(N･S･),fathe r(H･S･) and brother(W S･)sho wthe c o existe nce of the wi 1dpatte rn a nd





































































Fig･9･ Sequ e n cing a n alysisin the e x o n1 50f L DIJ R ge n e. T he cir cle s at theboth side sindic atethe po sitio n of Cto T m utatio n at the
C Odo n718･ Proba nd(N･S･) sho w sthe c o e xiste n c e ofthe m utatio nal band m a nd wild ba nd(C),indic atingthe hete ro zy gote ofthis
m utatio n･ Co ntrol(normal)sho w sthe C re sidu e,indic atingthe wildtype. The n u mbe rs alo ngbothside sindic atethe c odo n n u mbe rs of











2 4 Age (ye a r)
34 6 TC (mg/叫
341 TG (mg/dl)
5 3 日DしC(mg/叫
Fig･10･ The pedigree aJldr esultof P C R RF Wanalysis of N.S. 血nih The a rr o win the pedigr e eindic ate sthe pr oba nd. Dige stio n of the P C R
PrOdu cts wi 也 M deIge ne rate spoけm o rphic re strictio nfragm e nts of 147 bp and/o r122 bp. Allof the pr oband,he r由.ther and brothe r
Sho w147 bp and 122 bp&agm ents 而1ich in dicate the hete r ozy gote sfbrF H Yokote m utado n･ T he m utado n ofpr oband and herbrothe r
W er ede riv ed 血･O mtheirfa ther
,




agm e nt･ T he squ ar e and the cir cleinthe pedigr e eindic ate m ale
and fe male, re SPe Ctiv ely･ 鷹 ,heter o zy go u spatie nt with F H Yokote; ①, heter o zygo u spatient wi thu nkno w n m uta nt;⑳ , C O mpO u nd
hete ro zYgO u Spatie nt wi th F H Yokote a nd u nkn0 wn m utant. TC, tOtalchole ste r ol;T G, triglyc eride; H D L-C, highde n sitylipoprotein
Chole ster ol; m O, m O nth･ A11valu e s w e re obtein ed atthe age sho w ed in the pedigr e edu ring pre-tre atm e ntpe riod. - - - - , n OteX amin ed;
M adke r, the m ole c ular siz e m a血e r of≠Ⅹ174 do uble str and D N A digested wi th H deⅢ .
日 本人 F Hの L D Lレ セ プ タ ー 遺伝子変異 と そ の 頻度
5. 北陸地区 にお け る頻度調査
ヘ テ ロ 接合体性 F H･20 1症例 に対 しP C R, F LP法 に て本変異
の 頻度調査 を行 っ たが 他 の 家系 に検出 され なか っ た ･
Ⅰ . F H Yokote の 同定
1. PC R S S C P法 によ る 異常構成体 の 検出
ホ モ 接合体性 F H N. S. を 発端者 とす る家系 に お け る P C R-
Nor m at
S S -
S S■ ■■ 一
S S- ■ -
S S - ■
ds -
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S S C P法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て , L DL･R遺伝子 エ ク ソ
ン15 に異常構成体が検出 され た . 図8 は 正常者お よ び , 発端者
N. S. と そ の 父H. S. , 弟 W . S. , 母 Y. S. の S S C P泳動パ タ ー ンで
ある . 発端者 とそ の 父お よ び弟 に正 常者 と異 な る1本 の バ ン ド
が 認め ら れ た . 異常 バ ン ドの 出現 パ タ ー ン か ら発端者とその 父
およ び 弟は エ ク ソ ン1 5内の 小変異 の ヘ テ ロ 接 合体であ る可能
Proba nd
(M .M .)
■ - S S
- - ■■ - ■■S S
･･ - ･ ･･ - ･･S S
Varia nt
C O nfo r m e r
Va ria nt
C O nfo r m er
Va ria nt
- -SS c o nfo rm e r
- ds
Fig. 11. P C R
-S S C Pa n alysisin the ex o n2 0f L D しRge n e･ TYLeba rs alo ngtheleftsideindic ate the wi 1dpatter n(n o r m al)･ T he proband
(M .M .)sho w sthe c o e xisten ce ofthe wildpatte rn and m utatio n alpatte rn with v a riant C O nfo r m er s･ S S, Single str and band;ds, do uble
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Fig. 12. Sequ e n cing an alysisin the e x o n2 0f L D しRge n e･ n e Circles atthe both sidesindicate the po s
ition of Gto A m utatio n at the
c odo n23. Proband(M .M .)sho w sthe co existe n c e ofthe m utatio n al band(朗and wild band(G)･indic ating the heter o zygote oft
his
m utatio n. Co ntr ol(n o r mal)sho w sthe G re sidu e,indic atingthe wildtype･ T he n u mbe rs alo ngbothside sindic a土ethe c odon nu mber s of
theID しRge n e. Tyr,tyrOSin e;Lys, 匝Sin e;T叩 ,tryPtOphan;Ⅴal, V alin e;Cys, CyStein e;Asp･ a Spa rdc a cid;Gけ,g&cin e;Se r, Se rin e;Stop,
StOpC Odo n.
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性 が高 い と考え られ た .
2. 直接塩基配列決定法 に よる 遺伝子変異配列 の 決定
こ の 発端者 の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン15 に おけ る非 m 直接塩
基配列決定法 に よ る 解析 の 結果 を図9 に示 し た . 正 常者 で は C
の バ ン ドの み存在 し て い る位置 に発端者 N. S. で は C とTの バ ン
ド両方 が観察され た . し たが っ て 本例 は エ ク ソ ン 15の C か らT
へ の 1塩 基置換で あり発端者は同変異の ヘ テ ロ 接 合体 と確認 さ
れ た .
本 変異 に よ り L D L- R の 7 1 8番目 の ア ミ ノ 酸 グ ル タ ミ ン
は1uta min e, Gln) に対応する配列が終止 コ ド ン (stop c odo n) に
置換 さ れ る こ と に な る(Q718 Ⅹ) (図9). 本 変異は こ れ ま で に報
告が なく, 発端者 の 出身地よりF H Yokote と命名 した .
3. P C R R F LP法 よ る発端者家系内で の 変異 の 確認
図10 に発端者の 家系図と P C R- FLP法よ る変異の 確認の 結果
Fig.13. T he pedigre e a ndr e sultof P CR- F LPan aけsis of M.M .fami 1y. ¶le ar rO Win the pedigr e eindic atesthe pr oba nd. Dige stio n ofthe
P C Rprodu cts withBglIIge n erate spolym o rphic re strictio nB･agm e ntS Of l15 bp and/o r89 bp. T beprobanda nd hisfathe r sho w l15 bp
and 89 bpfr agm e nts which indic ate the hete ro zy gote sfbr F H Nan a O m utatio n. T he m utatio n ofproband w asde riv ed fr o mhisfather,
and his m otherdo n
'
t sho w 89 bp h
･
agm e nt. T he squ a r e and the cir clein the pedigre eindic ate m ale a nd fe m ale, re Spe Ctively. ロ,
heter o zygo u spatie nt with F H Na n a o; ①, hete r ozy gO u Spatie nt with u nkn o w n m uta nt; 洩 ,C O mpO u nd heter o zy go u spatie nt with F H
Nan aO and u nkno w nm uta nt. T C, tOtal chole sterol;TG, triglyce ride; H DI)C, highde n sitylipoprotein chole ste rol; 創l v alu e s w er e
Obtained atthe age showed inthe pedigre edu ring pre-tre atm entperiod･
" -
, n OteX a mined;M arker,the m ole cular size m arkel
`
Of≠
Ⅹ1 74 do uble stra nd D N A digested with 月beⅢ .
Table5. Frequ en cies ofLD Lィe cepto rge n e mutatio nsin Hokurikudistricta cc ordingto scr ee nlngStudies of
201 F H fa milies
慧㌫
f
LD Lr ec eptorm utaio n
N霊岩::f Fre蒜冒
n Cy
F H Ton ami- 1*
F HTon ami-2*
F HOkaya m a
*
F HKall aZ a W a-1*
F H Tsu ruga
* *
F H Kan az a w か2* *
F H Mo工ioka* * *
F H Yokote* * *
FH N礼n a O* * *
Total
intro n1 4-intron156kb deletio n
intro nl-intro n310kb deletion
intro n7→intro n1 4 13 k b deletio n














































日 本人FIiのⅠ♪L レ セ プ タ ー 遺伝子変異 とそ の 頻度
を示 した . 両親に 血 族結婚 は なく本変異は 父 親由来であり, 発
端者, 父親お よ び 弟は 遺伝子上本変異の ヘ テ ロ 接合体であ ると
確認さ れ た . また母 親は本変異 を有 し な い こ とが 確認 され た ･
4. 同変異で の 血清脂質値お よ び臨床像 の 検討
発端者 N. S. は2才 の 女児, 血清脂質債 は T C 596mg/dl であり,
その 父親 はT C 342m g/dl, 母親は TC 34 6mg/dl である こ と か ら,
発端者は 臨床的 に ホ モ 接 合体性 F H と診断 され て い た ･ また 弟
は生後2 か月 の 時点で T C 188m g/dl である こ と か ら発端者と同
様ホ モ 接合体性 FIiで ある 可 能性も疑 わ れ て い た
47)
･ しか し発
端者は遺伝子上 ヘ テ ロ 接合体であり, 臨床像 と併せ て 複合型 ヘ
テ ロ 接合体と考え られ , ま た父親お よ び弟 は ヘ テ ロ 接合体 と考
えられ た. また 母親 は別 の 変異を有す る こ と が推定 さ れ, 弟も
そ の 変異を有す る可能性 が残る .
5. 北陸地区 にお け る頻度の 調査
ヘ テ ロ 接合体性 FIi 20 1症例 に対 しP C 軋R F L P法 に て本変異
の 頻度調査を行 っ たが 同変異 は他の 家系 に検出され な か っ た ･
Ⅱ . 能登地方出身 の 柑 2 5家系 での 横討
1. P C R-SS C P法 によ る 異常構成体 の 検出
能登地方出身の F H(表2, 図1)を対象と し たP C R
-S S C P法 に
ょ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て , ホ モ 接 合体性 F H M. M ･の L D し
R遺伝子 エ ク ソ ン 2 に異常構成体が検出さ れ た . 図11 は正常者
およ び , 発端者 M . M .の S S C P泳動 パ タ
ー ン で あ る ･ 発端 者は
に正常者と異 な る3本 の バ ン ドが認 め られ た . 異常 バ ン ドの 出
現パ タ ー ン より発端者 は エ ク ソ ン 2内 の 小 変異の ヘ テ ロ 接合体
である 可 能性 が高い と考えら れ た.
2. 直接 塩基配列決定法に よ る遺伝子変異配列 の 決定
こ の 発端者 M . M .の L D しRエ ク ソ ン 2 に おける Ⅲ 直接塩基配
列決定法 に よ る 解析 の 結果を国1 2 に示 し た . 正 常者で は G の
バ ン ドの み 存在 して い る位置 に発端者で は G と Aの バ ン ド両方
Japan e s e
(OurLabor ato ry)
FH･To n a mi l
F H･To n a mi 2
4 Deletion$
F H-O kaya m a




が観察 さ れ た . 本例 は エ ク ソ ン2内の G か らAへ の 1塩基置換
であり発端者は同変異の ヘ テ ロ 接 合体 と確認 され た .
本変異に よ り L D しRの 23番目の ア ミ ノ 酸丁叩 に対応する配列
が終止 コ ド ン (stopc odo n)に 置換 さ れ る こ と になる(W 23Ⅹ) (図
12). 本 変異 は P C R-S S C P軋 直接塩基配列決定法 を用 い て
1992年 に Hob bs ら に より米国 人及 びドイ ツ 系 カ ナ ダ人 の F H症
例 に見出さ れ て い る
勒
. しか し, 民族的背景か ら共通 の 祖先を
有す る と は考え難く, 同じ遺伝子変異が異な る時期 に異 な る 日
本 の 症例 に新 た に 起 こ っ た も の , 即 ち 反復変異 (r e c u rr e nt
m utatio n)
仙川朝 と 考え, 発端者 の 出身地 よ り本変異を F H Nan a o
と 命名 した .
3. P C R- F u)法 よ る発端者家系内 での 変異の 確認
図13 に発端者の 家系図とP C R- FL P法よ る 変異の 確認 の結果
を示 し た . 両親 に血 族結婚はなく本変異は父親由来であり, 発
端者 お よ び 父親 は遺伝子上本変異の ヘ テ ロ 接 合体である と確認
さ れ た . また母親は 本変異を有 しな い こ と が確認さ れ た .
4. 同変異 で の 血 清脂質値 お よ び 臨床像 の 検討
発端者 の 血 清脂 質倍は T C 5 00m g/dl, そ の 父 親 は T C
289m g/dl, 母親 はT C 224mg/dl であ る こ と と , 黄色腫 の 程度
か ら , 発端者 は 臨床的 に ホ モ 接合体性 F H と診断 さ れ て い た ･
しか し発端者 は遺伝子上 ヘ テ ロ接 合体であり , 臨床像 と併せ て
複合型ヘ テ ロ 持 合体 と考え られ , 父親は ヘ テ ロ接 合体 であ る と
考え ら れ た . 発端者 は36才時 に冠動脈造影が 施行 され 重症 三
枝病変と判明 し, 現在月4回の L D Lア フ ェ レ
ー シス に て 治療 さ
れ て い る .
5. 北陸地区に お け る頻度の 調査
ヘ テ ロ 接合体性 F H201症例 に対 しP C R- F LP法 に て 遺伝子
変異 の 頻度調査 を行 っ た 結果, 他 に 発端者 と同じ石川県七尾市
出身の 1家系に本変異が検出され た .
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考 察
本研究で は 日 本人 m =こお け る L D しRの 遺伝子変異 と そ の 頻
度 に関す る検討 を行 っ た . まず, ホ モ 接 合体性 F H 2例をそれ
ぞれ発端者 とす る2家系を対象と し た L DしR遺伝子解析 に よ
り , こ れ まで に報告 の な い 新た な遺伝子変異 FH Mo rioka お よ
ぴ F H Yokote を見い 出 した .
FH Mo rioka で は L DI/ Rの E G F前駆体相同領域を コ ー ドする
エ ク ソ ン 9内 に C からT へ の 変異 が起り395番目 の Argが n pに
変異す る ミ ス セ ン ス 変異(R3 95W) で ある . L D しRの E G F前駆
体相同領域 は A リ ピー ト, B リピ ー ト お よ び C リ ピー トと呼 ば
れ る お の お の 4 0の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 3 つ の シ ス テ イ ン
(cystein e, Cys) 豊富成長因子反復領域と , B l) ピ ー トと C リピ
ー トの 間を占め る2 80の ア ミ ノ 酸配列か ら成 る ス ペ ー サ ー 領戚
(spa c er regio n)で 構成 され る . A リ ピー ト, B リ ピ ー トお よび C
リ ピ ー ト は そ れ ぞ れ エ ク ソ ン 7, エ ク ソ ン 8 お よ びエ ク ソ ン 14
に より コ ー ドさ れ , ス ペ ー サ ー 領域 は エ ク ソ ン 9 か ら13の 5つ
エ ク ソ ン に コ ー ドされ る -づ). 本変 異に よ っ て ス ペ ー サ ー 領域内
の 正荷電を有す るArgに代 わ り非荷電で イ ン ド ー ル 環 を有す る
Trp が 挿 入 さ れ レ セ プ タ ー の 構造 に歪 み を生 じ る と予想 さ れ
る . E G F前駆体相同領域 は , 1) ポ蛋白粒子が L D I:R と結合 して
コ ー テ ッ ドベ ジ ク ル と なり細胞内 に取り込まれ た後 , エ ン ドゾ
ー ム にお い て 酸依存性 に L D L R と解離 し u ) LR が再利用 され る
過程 にお い て不 可 欠 と考えら れ て い る 50). 本領域内 の 小変異 に
よ り, 合成され た蛋白の 立体構造が変化 し租而小胞体 か ら ゴ ル
ジ体 へ の 移送が 障害さ れ る か , も しく はⅠ刀 L Rの 再利用 が障害
さ れ る と 考え られ る . 事実こ れ まで に 報告された ス ペ ー サ ー 領
域 内で の ミ ス セ ン ス 変異の 全 て が機能的ク ラ ス 分類上 細胞内転
送障害2型も しく は レ セ プタ ー 再 利用障害5型に分類 され て い
る
=-)
. 本症例 の レ セ プ タ ー 活性 の 結 果も レ セ プ タ ー 欠 損型 で あ
り 51), L D しRの 機 能的 ク ラ ス 分類 上細胞内転送障害 , レ セ プ タ
ー 再利 屑障害の 可 能性 がある と い え, 上記 の 推論 の 安当性 を示
唆 して い る.
F H Morioka に お い て 特筆すべ き点は , 発端者 M . N.お よ びそ
の 妹 N. N .が と もに 70才近くまで 生存して お り, ホ モ 接合体性
F H と して は本邦 の み な らず, 世界 的 にみ て も最高齢 と思 わ れ
る点 で ある . しか も今回の 検討で遺伝子 レ ベ ル か らも ホ モ 接合
体 と確認 され た.
F H Mo rioka ホ モ 接合体 の 臨床像を, 既 に遺伝子変異が確定
さ れ , L D L,R活性 の 評価 が な され て い るF H Ts u rugaお よ びF H
To n a mi-2の 女性 ホ モ 接 合体と比較 した .
F H Tsu ruga はL D I]R遺伝子の エ ク ソ ン6内に G か らTへ の 変
異が 起り の 280番目の ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (a spartic acid,
Asp) が チ ロ シ ン (tyr o sin e, Tyr) に 変異す る ミ ス セ ン ス 変異
(D 280Y)であ る. Ⅰ刀 しR活性 は25 % とレ セ プ タ ー 欠損 型で あり
重症 の 変異と い える 33). 一 方 , F H Mo riokaの レ セ プ タ ー 活 性
は20 % で51)F H Ts u rugaと同程度 に低 下 し てお り , F H Mo rioka
の 平均T C 694m g/dl は F H Tsu ruga の 平均T C 557m g/dl
:i3)と 比
較し て高値 であ っ た . F H To n ami-2 は L DしRの イ ン トロ ン1 か
らイ ン ト ロ ン 3 に及 ぶ10kbの 欠共 に よ るリ ガ ン ド結合部位 の 欠
失の 結果, ホ モ 接 合体でもL D L R活性が66 %残存す る変異 であ
る . こ の た め ホ モ 接 合体性 F H症例3例 の 平均 T C が 5 9 6 ±
41mg/dl と比較的軽症であり, 冠動脈病変も通常 の ヘ テ ロ 接 合
体性F H程度 で比較的長寿(平均年齢54 ±11才, 偉高齢64才女
性) であ っ た 21). こ れ に対 しF H Morioka の 遺伝子変異 は上 述の
ごと く E G F前駆体相同領域 にあり, 著 明な L D しR活性 の 低下
によ り自験 ホ モ 接合体性F Ⅲ死亡例6例 (平均死亡年齢26才) の
平均 T C 772± 158mg/dl と同程度の 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症を呈
して い た
l "`
. ホ モ 接 合体性 F H Moriokaに お ける 若年期の コ レ
ス テ ロ ー ル 値 は不明だ が , ア キ レ ス 腱 黄色腫の 程度 より持続性
の 高 コ レス テ ロ ー ル 血 症 は存在 し て い たもの と推測 され る .
し たが っ て , ホ モ 接 合体性 F H Mo riokaが 2例 と も長寿であ
っ た 原因は , ホ モ 接合体性 FH To n a mi-2の よ う にL D IJ R遺伝子
変異 によ っ て 規定さ れ て い る レ セ プ タ ー 活性お よ び血 清 コ レス
テ ロ ー ル 値 を介 し た機序 以外 に存在する 可 能性があ る. 一 般に
遺伝性疾患 に お い て は異常遺伝子 の 型 が そ の 臨床症状を規定す
る場合が多 い ･ F H に おい て も変異 ご と の 臨床像 の 差異を明確
に示し得た報告もなさ れ て お り52) , 上 述の F H To n a mir2 は その
典型 と い え る. しか しF H Mo riokaに お い て は, 確認さ れ た遺
伝子変異 か ら予想 され る 臨床像 と は 明ら か に 異な る長寿傾向を
呈 し て い る . 過 去 にお け る 日本 の 伝統的食習慣 を含め た 環境因
子 な ど遺伝子変異 によ っ て規定 さ れ ない 別 の 因子の 関与が推測
さ れ る . こ の 様 な考察は遺伝子異常 が同定 さ れ た か ら こそ 可能
にな っ た の で あり, 遺伝子解析 の 臨床的意義 の 一 つ と して 重要
であ る.
F H Yokote は L D しRの 0一 緒合糖領域 を コ ー ドす る エ ク ソ ン15
内 に C か ら Tへ の 変 異 が 起 こ り L D L-R の 71 8番目 の ア ミ ノ 酸
Gln に対応する配列が終止 コ ドン (stop c odo n) に 変異する ナ ン
セ ン ス 変異 (Q718刃 で あ る . L D しRの 0一 緒合糖領域 は58の ア
ミ ノ 酸か ら成り , エ ク ソ ン1 5の み に より コ ー ドさ れ る14). 本領
域の 生理 学的意義 は未だ明 ら か で は な い . Da vis ら は, 0-結合
糖領域の 大部分 が欠損 した L D しR遺伝子を 人工 的に 作成 しその
発現を検討 し た 制 . その 結 果 によ る と機能上 は 正 常の L D しR と
全く等 しか っ た と い う . し か し, 当科 で既 に報告 さ れ て い る
F E ToIla mト1 は イン ト ロ ン 1 4 か ら イン ト ロ ン 1 5 に及 ぶ 6k b
を欠損 し た 変異 であり , エ ク ソ ン 15 が欠失す る た め 0牒吉合
糖領域を全 て欠く異常 レセ プ タ ー が 合成 さ れ て い る と 考えら
れ る 1 机虻…. 培養細胞 で L D しRの 生 合成を検討す る と , 正 常 より
小さ い 分子量 の レ セ プ タ ー 蛋 白が 合成 さ れ , 速 や か に 分解さ
れ た
51)
. した が っ て 0一 緒 合糖 が L D しR蛋白の 安定化 に必要 であ
る こ とが 示唆 さ れ た . F H Yokote で は エ ク ソ ン15の 途 中終Jヒコ
ド ン が 出現する ため F H To n a mi-1 より さ ら に短く不安定 な細胞
膜貫通領域 お よ び細胞質内の 領域をも欠損 した 異常 レセ プ タ ー
が合成 さ れ る と 考え られ , 機能 的ク ラ ス 分類上 細胞内転送障害
2型 に分類 さ れ る可 能性 が高 い . しか し エ ク ソ ン 15内の ナ ン セ
ン ス 変異 は こ れ まで に報告 が なく , 細胞 膜貫通領域 の 構造と機
能の 関係 を明ら か に する 上 で , F H Yokote の L D しR活性や 性 合
成の 検討は今後重要と思 わ れ る .
発端者家系で は, P C R- F LP法 に よ り発端者, 父 親お よ び弟
は遺伝子上本変異の ヘ テ ロ 接合体 と確認 さ れ , 母親は 本変異を
有 しない こ と が確認さ れ た. しか し, 発端者 は 本人 と そ の 両親
の コ レ ス テ ロ ー ル 値 か ら 臨床的に ホ モ 接合体性F H と診断さ れ
て お り, 弟 も生後2 か月 の 時点で の コ レス テ ロ ー ル 値 か ら ホ モ
接合体性 F H であ る可能性も疑 わ れ て い た 47) . 今 回の 父 方由来
の 遺伝子変異 の 決定 に よ り発端者 は複合 ヘ テ ロ 接 合体 と診断さ
れ , 改 め て 母方由来 の 別 の 遺伝子変異 の存在が示唆さ れ た . 発
端者の み な らず弟もその 遺伝子変異を有 し て い る 可 能性 が残 る
が そ の 解 明は 今後 の 課題 であ る.
日本人F Eの L D L レセ プ ター 遺伝子変異とその 頻度
ホ モ 接合体性FIi は約100万人 に1人と 稀で は ある が , 冠動脈
硬化症の 発症 が極め て 早く, 末治療 の 場合平均26才 で 心臓死
を遂げる . した が っ て そ の 早期診断 お よ び 早期治療 の 見地か ら
遺伝子診断の 意義は大きい , また , 特 に 血 族結婚の な い ホ モ 接
合体性 F H家系か ら 見い 出 され た遺伝子変異 は高頻度 に分布 し
てい る可 能性 が高い と い う意味 か ら も, ホ モ 接合体性 F H家系
を遺伝子解析 の 対象とす る意義 は大きい . しか しF H Mo rioka
お よびF H Yokote の 頻度 はP C R- F L P法 に よ るス ク リ ー ニ ン グ
の 結果 とも に発端者家系 の み で 発見 され た に留まり, とも に普
遍的遺伝子変異(c o m m o n m utatio n)で あ る可能性 は否定的であ
っ た.
特定地域出身の F H 25例を対象と した 解析 に より , F H Nan a o
を見い 出 した . F H Nan a oはL D しRの リ ガ ン ド結合領域 を コ
ー
ドす る エ ク ソ ン2内に Gか ら A へ の 変異が 起り u ) しRの 23番目
の ア ミ ノ 酸 Trp に対 応す る配列 が終止 コ ド ン (stop c odo n) に変
異する ナ ン セ ン ス 変異(W 23 Ⅹ) で ある . こ の よう に上 流 の エ ク
ソ ン に お い て 早期 に終止 コ ド ン が 出現す る変異 は, 正 常に 類似
した m R N A は産生 さ れ る もの の そ の 消失 が早 い
研 か , も しく は
レセ プ タ ー 蛋白が 産生 され て も極め て 少量であ る ため , 培養細
胞で L D しR蛋白が極少量 の み 検出 さ れ る か , 全く 認 め ら れ な
い ∬)合成 障害1型 に分類 され る と 考え られ る .
発端者家系に お い て は , P C R- F L P法 によ り発端者の 遺伝子
変異 は父方由来 であり, 発端者 は こ の 遺伝子変異の 複合 ヘ テ ロ
接合体 , 父 親は ヘ テ ロ 接 合体 , さ ら に母親は不変異を有 しな い
こと が確認 さ れ た . 本家 系で は血清総 コ レ ス テ ロ ー ル 値 が母親
と比較 して 父親で より高値であり , また 発端者と父親と の 間の
コ レ ス テ ロ ー ル 値の 大き な差が 注 目 さ れ て い た(図13). 黄色腫
の 程鼠 冠動脈硬化症の 進行度と併 せ て 発端者 は臨床的 にホ モ
接合体性 F H と考え られ て い た が , F H Yokote の 発端者家系と
同様, 今回父方由来の 遺伝子変異が快走 され た こ とか ら改め て
母方由来の 別の 遺伝子変異の 存在が示唆 さ れ た .
F H Na n a oは米 国人及 び ドイ ツ系カ ナ ダ人の F H症例 に見 い 出
され て い る F H C inc n ati-5 と同 一 の 遺伝子変異であ るが 15), そ
れ ぞ れ の 民族的, 地理 的背景の 相違か ら, L D しR遺伝子 に お け
る反復変異(r e cu rre nt m utation) と考え ら れ る . 反復変異は F H
にお い て既 に 9種報告 され て い る:i). 先 に八 木 が 報告 し て い る
FH Ka n a z a w a-2(P 664L)
=一:l)もこ の 反復変異であり, Asia n-India n
で発 見 され たF H Guje rat
56)と 同 一 の 遺伝子変異 であ っ た . こ の
P 664 L変異 は CpG とい う比較的高率 に遺伝子変異が発生する部
位 に起 こ っ て い る4 榊 の. F H Na n a o(W 2 3Ⅹ) の 発生 部位 は こ の
CpG と は異 な る が こ の よう な 反復変異 が発生 する部位 に関す る
知見の 蓄積 は今後遺伝子変異の 発生 機序 の 解明に お い て重要と
考え られ る.
1984年 ヒ ト の L DI:R遺伝子 の cD N A が クロ ー ニ ン グさ れ て以
来, 報告 さ れ た LD しRの 遺伝子変異数 は1992年 の 総説 で は150
種類 が挙げら れ る に至 っ て い る
15)
. そ の 多様性 は当初 の 予想を
大きく上 回 るもの で あり, そ の 後も報告 が相次ぎ, 現在で は
200種類近く にもな っ て い る . 一 方 , F H におい て は孤立 した 環
境で増加 して い っ た 集団 にお い て , 共通の 祖先か ら受け継い で
きた で あ ろうと 考え られ る数種の 特定の 遺伝子変異が高頻度に
集積す る と い うい わ ゆ る創始者効果 (fo u nde r effe ct) が認 め
られ る場合があり3)34), 南 ア フ リ カ人
57)､ 62)








に よ れ ば, フ ィ ン 人 で は F H Helsinkiと F
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No rth Ka reliaで F H全体の 約68%を占 め, さ ら に最近の 報告で
は プ ロ モ ー タ ー 領域の 変異を含 め て さ ら に12の 変異 が 決定さ
れ合計82% が説明さ れ てい る .
日 本人は ほ ぼ単 一 の 民族で構成 さ れ てお り, 長期間に わ た っ
て 外 国か ら孤立 した環境 にあ っ た とい う背景 か ら, 日本人 F H
に は, 創始者効果が存在する可能性も考えら れ, 高頻度 に分布
す る普遍的遺伝子変異 の 存在の 有無 に関心 が持 たれて い た . 今
回の 能登地区で の検討 は 日本国内で さら に地域 を限定 して こ の
創始者効果の 有無を検討 した もの で あるが , F H Na nao は血縁
の ない F H合計201例の うち発端者家系を含め て2家系発見 され
た の み で あり, 普遍的遺伝子変異であ る可 能性は低 い と考え ら
れ た . また P C R-SS C P法 にお ける 異常構成体に限 っ て も, 対象
2 5例中に は高頻度 に認め ら れ るもの は 存在 しなか っ た . こ れま
で わ れ われ が 報告 した変異 に今回決定さ れ た F H Mo rioka , FIi
Yokoteお よ び F H Nan a oを追加 し た合計9変異 によ り北陸地区
F Hの 17.5% は遺伝子 レベ ル で 説明可能とな っ た が (表5), 日本
人 F H におい て は普遍的遺伝子変異 の存在 は否定的と考えら れ ,
遺伝子変異の 多様性が示唆 され た. また 本研究に お い て発端者
と な っ た3例の ホ モ 接 合体性F Hの うち2例が 複合 ヘ テ ロ 接合体
であっ た こ と も日 本人F H に おける L D しR遺伝子変異 の多様性
を支持す る と思わ れ る .
わ れ わ れ と 同様 に同 一 の 民族的背景を持 つ 集団を対象と し,
サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 お よ びP C R S S C P法, 直接塩基配列決
走法を用 い て F Hの 遺伝子変異の 解析 お よ び そ の 頻度 の 検討 を
行 っ て い る 英国の 施設の 結果と比較 し た
72)73)(図14). ほ ぼ 同数
の 母集団 に対 して , 遺伝子変異の 数と エ ク ソ ン の 局在 に大差 は
認 め ら れ ず, 英国人 にお い て は1 0の 比較的大きな欠央 と21の
点変異 と を合 わせ て も遺伝子 レ ベ ル で 説明さ れ る の は34.3% に
と どま っ て おり, L D しR遺伝子変異の多様性 は 日本 人 と比較 し
て 更に 明白 である. した が っ て 日本 人や 英国人 の よう な創始者
効果が存在し な い 地域 にお ける F Eの 遺伝子診断 に は, イ ン ト
ロ ン や プ ロ モ ー タ ー 領域な ど末検討 の 領域を含め更なる解析と
結果の 蓄積が必要であろう.
ヘ テ ロ 接 合体性FIiの 頻度 は創始者効果 が存在 し な けれ ば世
界の ほと ん どの 地域 で約500 人 に1 人 と考え られ て おり
:う)
, 最も
頻度 の 高 い 遺伝性疾患の-い一-･ つ で あ る. FIl はヘ テ ロ 接 合体 と い
え ども幼少時よ り 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症を持続す る ため , 早発
性冠動脈硬化症 を高率に発症す る . さ ら に近年で は H M G-CoA
還元酵素阻害剤の 実用化に より冠 動脈硬化発症前 よ-)効果的な
治療 が可 能 と な っ た
Z)
.
こ れ ら の 意味か らも ヘ テ ロ接 合体性F H
を早期 か ら 確診す る た め の 遺伝子解析 の 意義は大き い . また
F Hと い う-→ つ の 疾患概念の 中 で , 個 々 の 家系, 或る い は 個々
の 症例が 示す臨床症状の 多様性 が遺伝子 レ ベ ル で 規定 され てい
る こ とが 明ら か とな れ ば, そ れ に基 づ い た病態の 把握 , 更 に は
治療法の 選択 へ と可 能性が開か れ , 遺伝子解析 の 意義は更 に高
い もの と な っ て行くで あ ろう.
結 論
日 本人 FH に お ける L D し R遺伝子変異 と そ の 頻 度 を P C R-
S S C P法 , 直接 塩基配列決定法お よび P C R- F L P法 によ り検討
し以 下 の 結果を得た .
1
.
ホ モ 接 合体性F H を発端者と した1家系に お い て , L D しR
の E G F前駆体相同領域を コ ー ドす る エ ク ソ ン9の 395番目の ア
ミ ノ 酸Arg に対応す る配列 C GG が Trp に対応す る配列T G Gへ
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と 変化する新変異 (R39 5 W)を見 い だ しF H Mo rioka と命 名 し
た . 発端者お よ びそ の 妹 は と もに本変異めホ モ 接合体であ っ た
が , ホ モ 接 合体性 F H と して は異例 の 長寿 であっ た . そ の 機序
は遺伝子変異 の 型 や レ セ プ タ ー 活性 で は説明 できず , 遺伝子変
異で規定され得 な い 因子 によ る と推定され た.
2. ま た ホ モ 接合体性 F Hを発端者と した 別の 1家系に お い て ,
u ) L Rの 0一緒 合糖領域 を コ ー ドする エ ク ソ ン15の 718番目の ア
ミ ノ 酸 Gln に対 応す る配列 C AG が 終止 コ ド ン に対応す る配列
T A Gへ と変イヒす る新変異 (Q718Ⅹ)を見 い だ し F H Yokote と 命
名 した.
3. 特定地域 にお ける F E 25例 の 遺伝子解析 の お い て L D しRの
リ ガ ン ド結合領域を コ ー ドす る エ ク ソ ン2の 23番目 の ア ミ ノ 酸
Trpに対応す る配列 T G G が終止 コ ドン に対応する配列 m Gへ
と変化す る変異 (W 23 Ⅹ)を見い だ し F H N弧 a Oと命 名 した . 本
変異 は米国人お よ び ドイツ 系 カ ナ ダ 人 か ら発見 さ れ た もの と 同
一 の 変異 で ある が , 民族的背景の 相違か ら反復変異 (r e cu rr e nt
m utado n)と 考えら れ た .
4. こ れ ら3つ の 新 しい 変異 を含 め た合計9つ の 遺伝子変異 に
より北陸地区F Hの 17.5% が説 明さ れ たが , こ れ ら3 つ は い ずれ
も出現頻度 が低く王 将走地域内に特定 の 遺伝子変異 が高頻度 に
集積する 可 能性 は否定的であ っ た . 以 上 の結 果は 日本人F H に
お ける遺伝子変異 の多様性を示唆する と考えら れ た .
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A bstra ct
Familial hy per chole sterole mia(F H)is an a ut o s o m al domina nt dise ase , Clinica11y cha racte riz ed byin crea s ed le v els of
plasm a chole ster ol,
tendon x a ntho m aa ndpre ma tu re c o ron a ry ar tery dis e ase･ FH is c aused by v ario u sm utations ofthelow
-
de nsitylipoprotein re c eptor(L D し R)ge n e･ Ithas n otbe e nestablished whetherthe reis a co mm on m u tatio n ofL D L
- Rge nein
Japa nese F Hpatients, andthis study was perfo rm edtoe x a mi
ne the e xiste nce ofcom mo nL D し Rgen e m utation ･ Firstly, tW O
un r elated hom o zygou s F Hpatie nts a nd their family membe rs w e re studied･ Sec o ndly, tW e n ty-five F Hpatients orlglnatlng
什｡ m On e S m alls elected a re a(Noto, Ishikaw a Preftct ure)w er e studiedto find a c om m on mu t ationin the ar ea･ All 1 8e xons of
the L D L- R ge n e wer e a mplified by PCR and v a riant co nfo r m e rsw e r edetec ted by P C R
- Single str and co nfo r matio n al
polym orphis m(P C R-S S C P)･ Subsequ entdirect s equ e ncing ofthe PCR produc tsc o nfir medtheir m ut atio ns･ Scre ening studies




le ngthpolym o rphis m(P C R- R F L P)･ T he reby,t W OnO Velpoint m ut atio nsin the L D L
- R gene w er eidentined n
･
O m eaCh oftw o
hom ozy go u sF Hpatients;O n e Wa S aC
-t O- T m utationin the e xo n9, re S ulting l namino acids ubstitutionof ArgtoTrp atthe
c odon395(R 395 W), andthe o the rw a s aG -t O- A m utation in the e xon 15, reSultingin a min oa cidsubstitution ofGln tost op
c odo n at the codon 7 18(Q7 1 8 X). T hese m utations w er en am ed F H Morioka a nd F H Yokote, reSpeC tively, afte rthe districts
where their proba nds ongin ated･ A ltho ugh ho m ozy gouspatients with F H Morioka showed decre as ed L D しRactivity and a
high plasm a cholestero1 1ev el a sdo other
clas sic al hom ozygo us F Hpatients, they show ed a te nden cy to relativelo ngev lty
possibly by som e e n viro nm e ntal fa cto rs･
A m ongthe t w enty
-fiv epatients o rigin atlng from Noto , a n O V elG
-t O. A m utationin
the ex o n2 w a side ntified, r e Sultingin amino acids ubstitutio nof Trp to stop c odo n atthe c odon2 3(W 23 X)･ T his m utaion
w a snam ed F H Nan a o･ Altho ugh F H Nan a ohadthe sam e n u cle otide substitution a sthe m utationide ntified in Am ericans a nd
Ger m a nCa n adia n s(F H Cincin nati-5), the s e w e rthought to be a re c uITent m utatio n of the L D L- R ge nebecause ofthe
diffe r e nc e sin their ethnic backgro unds ･ T hro ughthe scre enlng Studie softhe s ethreem utation s･ O n efamily with F H Na na o
wa side ntined, butn ofamilie swith F = Morioka a nd F H Yokote werefo und･ T he s e re s ults suggestedthatthe L D し Rgene
m utatio ns w e rehighlyhete roge n eousin Japane s eF Hpatie nts･ a ndthat a c o m m o nm u ta tion o
fthe L D L- R gen e w a s u nlikely
to e xist.
